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RESUMEN
En este estudio se describe la implemen-
tación y validación de una metodología
multirresiduo para la determinación de
plaguicidas organoclorados, organofos-
forados y piretroides en café verde. Los
plaguicidas se extrajeron con una mezcla
de solventes acetona-agua (2:1) seguida
de una partición con acetato de eti-
lo-ciclohexano (1:1). Los extractos se
limpiaron posteriormente por cromato-
grafía de permeación en gel para eliminar
principalmente grasa y cromatografía en
minicolumna sobre silicagel para elimi-
nar otros interferentes. La determinación
analítica se realizó por cromatografia de
gases de alta resolución con inyección
splitless pulsada y detección simultánea
por microcaptura electrónica (-ECD) y
nitrógeno-fósforo (NPD) acoplados en
paralelo. La metodología es específica,
selectiva, precisa y exacta. Los porcenta-
jes de recuperación de la mayoría de los
compuestos estuvieron entre 70 y 110%
al fortificar con mezcla de plaguicidas en-
tre 0,038 y 1,536 mg/kg con límites de
cuantificación entre 0,011 y 0,100
mg/kg.
Palabras clave: plaguicidas, café,
cromatografía de gases, limpieza, valida-
ción.
ABSTRACT
This study describes the implementation
and validation of a multiresidue methodo-
logy for the determination of organochlo-
rine, organophosphorus and pyrethroids
pesticides in green coffee. Pesticides resi-
dues were extracted from green samples
with an acetone-water (2:1) mixture fo-
llowed by ethyl acetate-cyclohexane (1:1)
partitioning. The clean up steps include
gel permeation chromatography and mini
column chromatography using silicagel.
Final determination was carried out by
high resolution gas chromatography with
a pulsed splitless injection mode and si-
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multaneous detection by -ECD and
NPD coupled in parallel. The methodo-
logy is specific, selective precise and ac-
curate. Recoveries of majority of pestici-
des from spiked samples range from 70 to
110% at fortification levels of 0.038
mg/kg-1.536 mg/kg with limit of quanti-
tation between 0.011 mg/kg and 0.100
mg/kg.
Key words: pesticides, coffee, gas
chromatography, clean up, validation.
INTRODUCCIÓN
En la actualidad Colombia es el tercer
productor mundial de café, después de
Brasil y Vietnam, y el primer productor
de café suave; la producción total de
acuerdo con el anuario estadístico del Mi-
nisterio de Agricultura para el año 2001
fue de 10.939.000 sacos de 60 kilos que
corresponden a 656.160 toneladas, y una
superficie plantada de 830.000 hectáreas
con un rendimiento promedio de 791
kg/ha. La Figura 1 esquematiza la pro-
ducción de café en Colombia en relación
con la producción mundial en 2002 (1).
El café producido en el país no sólo
satisface el consumo nacional sino que
es el primer producto de exportación,
el cual tiene como destino los mercados
de Estados Unidos, algunos países euro-
peos y Japón.
En el cultivo, almacenamiento y tras-
porte del café se usan plaguicidas, como
insecticidas, herbicidas, nematicidas,
fungicidas, que si no se aplican de manera
controlada podrían quedar residuos en el
producto final; estos residuos tienen unos
límites máximos permitidos de acuerdo
con parámetros internacionales, por enci-
ma de los cuales podrían afectar la salud
humana. Los límites máximos de resi-
duos (LMR) establecidos por cada país se
basan en el Codex Alimentarius (2), la
Environmental Protection Agency (3) o
legislaciones propias de los países.
De esta manera se hace importante de-
sarrollar metodologías confiables y re-
producibles que garanticen que nuestro
café no supere los LMR y que se produz-
can productos inocuos y de buena calidad
tanto para el consumidor nacional como
para exportación.
Existen en la actualidad metodologías
para la determinación de residuos de pla-
guicidas en diferentes matrices (4, 5), pero
éstas en su mayoría usan solventes de alta
toxicidad, como diclorometano, tolueno,
etc. Por eso en este documento se presenta
la implementación y validación de una me-
todología usando solventes menos tóxicos
y más amigables con el medio ambiente
(6, 7, 8). Es importante destacar el hecho
de que se trata de una metodología multi-
rresiduo en la que se determinan 14 pla-
guicidas simultáneamente y que éstos son
los de mayor importancia para el caso del
café, pues son los más aplicados por nues-
tros caficultores.
Figura 1. Producción mundial de café en año 2002
(1).
MATERIALES Y MÉTODOS
Materiales de referencia, reactivos
y soluciones
Los materiales de referencia de plaguici-
das con porcentajes de pureza entre 98 y
100% se obtuvieron del Dr. Ehrensthorfer
(Augsburg, Alemania). El acetato de etilo,
ciclohexano , acetona grado residuos de
plaguicidas, bicarbonato de sodio, silica
gel (60-200 mesh) grado analítico y sulfato
de sodio anhidro grado residuos se obtu-
vieron de J. T. Beaker y Mallinckrodt. Se
prepararon soluciones madre de los mate-
riales de referencia en concentración cer-
cana a 1.000 g/mL en acetato de etilo, los
cuales se almacenaron en congelador a -20
ºC. Las mezclas de los plaguicidas se pre-
pararon en concentraciones entre 2,56 y
102,40 g/mL.
Obtención y preparación
de la muestra blanco
La muestra de café blanco se adquirió en
la Cooperativa de Caficultores del Alto
Occidente de Caldas, ubicada en el muni-
cipio de Ríosucio, Caldas, Colombia; el
café provenía de una finca certificada
para la producción de café orgánico.
El proceso de molienda se llevó a cabo
en un molino eléctrico convencional; sin
embargo fue necesario utilizar hielo seco
triturado en proporción 1:1 para evitar el
calentamiento excesivo de la matriz y la
posible degradación o pérdida de los pla-
guicidas. Posteriormente el café se pasó a
través de una malla de 1 mm con el propó-
sito de obtener un tamaño particulado
bajo, ya que la eficiencia en el proceso de
extracción depende del tamaño de la par-
tícula, así el solvente de extracción tiene
acceso a mayor cantidad de material
cuando el tamaño de la partícula es infe-
rior. La muestra se mantuvo refrigerada a
4 ºC durante el tiempo de desarrollo de la
metodología para evitar cualquier cambio
en la matriz.
Plaguicidas a determinar
En la selección de los plaguicidas a anali-
zar se tuvieron en cuenta los estándares in-
ternacionales de residuos de plaguicidas
en café, como el Codex Alimentarius, la
EPA y la legislación del Japón para límites
máximos de residuos (LMR). También se
tuvieron en cuenta los plaguicidas aplica-
dos en el país al cultivo de café, los cuales
se establecieron por medio de una encues-
ta a caficultores del municipio de Anserma
y Ríosucio, Caldas, Colombia; se consultó
también a los técnicos cafeteros del comité
de cafeteros de los municipios menciona-
dos, y se obtuvo información de los pla-
guicidas adquiridos por los campesinos en
los almacenes del Cafetero.
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Tabla 1. Plaguicidas usados por los cafi-
cultores del Alto Occidente de Caldas, Co-
lombia
La Tabla 1 muestra los plaguicidas uti-
lizados por los caficultores en algunos
municipios del Alto Occidente de Caldas,
Colombia. Entre los plaguicidas aplica-
dos en el cultivo de café se encuentra el
endosulfan, el cual fue prohibido en Co-
lombia mediante la resolución 1311 de 21
de junio de 2001 del ICA; sin embargo,
su eficiencia en el control de la broca hace
que aún se utilice.
No es posible analizar por cromato-
grafía de gases algunos de los plaguicidas
referenciados en los estándares interna-
cionales y aplicados en café, de manera
que no fueron objeto de nuestro estudio.
El fentión, un insecticida utilizado para el
control de la broca, no se incluyó en el es-
tudio ya que se degrada a fentión sulfóxi-
do y fentión sulfona principalmente, por
lo que su análisis y estudio requiere otro
tipo de diseño experimental. La Tabla 2
muestra los plaguicidas involucrados en
la metodología y su clasificación.
Instrumentación
Cromatógrafo de gases Hewlett-Packard
6890 Plus con inyector automático 7683
Agilent Technologies (Palo Alto, CA,
EUA), con control electrónico de pre-
sión, equipado con un detector de micro-
captura electrónica -ECD 63Ni y un de-
tector de nitrógeno-fósforo NPD acopla-
dos en paralelo mediante un divisor de
flujo (Y) de borosilicato al final de una
columna capilar HP-5 (30 m  0,35 mm
d.i., df 0,25 m). Inyector automático
7683. Las condiciones cromatográficas
utilizadas en el análisis de los plaguicidas
fueron las siguientes: volumen de inyec-
ción 2 L; inyección en modo splitless
pulsado con presión de pulso de 60 psi du-
rante 1,0 min; tiempo de purga de 1,0
min, flujo de purga de 50 mL/min y tem-
peratura del inyector de 250 oC. El gas de
transporte fue nitrógeno y se utilizó una
rampa de flujo. El programa de tempera-
tura se muestra en la Figura 2. La tempe-
ratura del detector -ECD fue 300 oC con
flujo de nitrógeno de 10 mL/min como
gas auxiliar. El detector NPD se trabajó a
310 oC con flujos de gas auxiliar de 10
mL/min, de H2 de 3 mL/min y de aire de
60 mL/min. En el proceso de extracción y
limpieza se utilizaron un homogeneiza-
dor Stephan Blender 2010, un homoge-
neizador de alta velocidad Ultraturrax
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Tabla 2. Plaguicidas involucrados en la
metodología y su clasificación
Figura 2. Rampa de temperatura usada para la de-
terminación de los plaguicidas.
T25 (IKA), un evaporador rotatorio Bu-
chi R-114 y un equipo de GPC KL-SX-3
de Redemend Bt, este último empacado
con un polímero de estireno-divinilbence-
no a 3% de entrecruzamiento. Las condi-
ciones en este equipo fueron: solvente de
elución acetato de etilo-ciclohexano
(1:1); flujo de elución 1 mL/min.
Procedimiento de extracción
Con el objetivo de desarrollar un procedi-
miento de extracción y limpieza adecua-
do, fue necesario considerar las caracte-
rísticas de la matriz, ya que dependiendo
de la composición de ésta se selecciona el
solvente de extracción y los métodos de
limpieza (9); la Tabla 3 muestra la com-
posición general del café verde (10).
En algunas metodologías se usan mez-
clas acetona-agua en diferentes propor-
ciones para la extracción de plaguicidas
en matrices sin grasa o con bajo contenido
de ésta (11); en el desarrollo de este pro-
ceso se usó una mezcla acetona-agua
(2:1). Posteriormente se realizó un proce-
so de partición entre la fase acuosa (aceto-
na-agua) y una mezcla de acetato de eti-
lo-ciclohexano (1:1) (12); para evitar la
formación de emulsiones se evaporó pri-
mero la acetona y posteriormente se reali-
zó la partición.
Procedimiento de limpieza
Para eliminar la grasa presente en la ma-
triz se realizó primero una limpieza por
cromatografía de permeación en gel
(GPC), utilizando como solvente de elu-
ción una mezcla de acetato de etilo ci-
clohexano (1:1) a un flujo de 5 mL/min y
se recogió la fracción de plaguicidas entre
50 y 90 mL. Posteriormente se realizó un
proceso adicional mediante una minico-
lumna empacada con un gramo de silica
gel (13) y se encontró que la elución con
la mezcla ciclohexano-acetona-acetoni-
trilo (86:10:4) presentaba porcentajes de




Después de molido el café y pasado por la
malla, se toman 20 g de muestra, se adi-
cionan 48 mL de agua y se dejan reposar
durante 15 minutos, posteriormente se
adicionan 100 mL de acetona y se homo-
geniza durante 2 minutos a una velocidad
de 14.000 rpm en ultraturrax. Se deja re-
posar el extraído durante 30 minutos y se
filtran 80 mL medidos en probeta a través
de un algodón, se pasa la solución a un ba-
lón y se concentra en evaporador rotato-
rio hasta que la acetona se haya evapora-
do completamente.
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Tabla 3. Composición general del café
verde
Partición
Posteriormente se pasa la solución acuosa
a un embudo de decantación de 250 mL y
se adicionan 15 mL de solución de NaCl
al 15%. Se extrae con tres porciones de
mezcla acetato de etilo-ciclohexano
(1:1). Se recogen las fracciones orgánicas
y se pasan a través de una columna empa-
cada con 20 g de Na2SO4 (anhidro), se
lava la columna con 5 mL de mezcla ace-
tato de etilo-ciclohexano, se concentra la
solución en el evaporador rotatorio a una
temperatura de 37 °C hasta aproximada-
mente 5 mL, se pasa cuantitativamente el
contenido del balón a un matraz de 10
mL, se lava con mezcla acetato de etilo-
ciclohexano y se afora a volumen.
Limpieza en GPC
Se inyectan 2,5 mL y se eluye a un flujo
de 5 mL/min, se desecha la fracción de
0-50 mL, se toma la fracción de 50-90
mL, se concentra en evaporador rotatorio
hasta casi sequedad.
Limpieza en silica gel
Se dispone una columna con 1,0 g silica
gel desactivada (1,5% de agua) y 0,3 g de
Na2SO4 anhidro, se acondiciona con una
mezcla de ciclohexano-acetona-acetoni-
trilo (86:10:4), se transfiere la muestra a
la columna y posteriormente se eluye con
un volumen de la misma mezcla; se con-
centra en el evaporador rotatorio hasta
casi sequedad, se transfiere cuantitativa-
mente a un balón de 2,0 mL con acetato
de etilo y se afora.
Validación de la metodología
Una vez se establecieron las condiciones
adecuadas de separación cromatográfica,
extracción y limpieza, se validaron los
parámetros de especificidad-selectividad,
precisión, linealidad, cantidad mínima
detectable, cantidad mínima cuantifica-
ble, exactitud y robustez (9, 14, 15, 16).
Especificidad-selectividad
Se inyectaron extractos de café blanco y
extractos de blanco fortificado al nivel
dos de la curva de calibración. Las Figu-
ras 3 y 4 muestran los cromatogramas de
la matriz blanco y de la matriz blanco for-
tificada, respectivamente. Compuestos
como dimetoato o diclorvos, en los cuales
hubo pequeñas interferencias por
-ECD, no presentaron ninguna interfe-
rencia por NPD. Por tanto, la metodolo-
gía demuestra que es específica y selecti-
va puesto que permite separar adecuada-
mente las señales de los analitos de los in-
terferentes de la matriz. La Tabla 4 mues-
tra la resolución y el tiempo de retención
de cada uno de los picos de los plaguici-
das en extracto de matriz. Es importante
ver que los plaguicidas que tienen una re-
solución menor de 1,5 por un detector,
muestran una resolución mayor por el
otro detector.
Efecto matriz
El efecto matriz se evaluó determinando
si las señales de los plaguicidas obtenidas
en solvente y en matriz son significativa-
mente diferentes. Este efecto se evaluó
por el método de la regresión lineal grafi-
cando la señal del analito en matriz en
función de la señal del analito en solvente
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Figura 4. Cromatogramas del blanco de café verde fortificado al segundo nivel de calibración. a) detector
ì-ECD, b) detector NPD.
Figura 3. Cromatogramas del blanco de café verde. a) detector -ECD, b) detector NPD.
(9). Se encontró que existe efecto matriz,
por lo cual los compuestos se cuantifica-
ron con curvas de calibración en extracto
blanco de café.
Linealidad
Después del proceso de limpieza, tres
réplicas del extracto blanco se fortifi-
caron con mezcla de plaguicidas a
cinco niveles de concentración, se in-
yectaron en el cromatógrafo de gases
y se construyeron gráficas de área en
función de la concentración.
Se encontró que en la mayoría de pla-
guicidas las curvas de calibración en ex-
tracto de matriz analizadas por ambos
detectores presentan coeficientes de co-
rrelación mayores de 0,99, correlación
significativa, pendientes estadística-
mente diferentes de cero, regresión sig-
nificativa, y linealidad, con una confia-
bilidad del 95%. Diclorvos, malation,
clorpirifos , fentoato permetrina y ciper-
metrina presentaron interceptos estadísti-
camente diferentes de cero. La Figura 5
corresponde al diclorvos determinado por
detector NPD y en la Tabla 4 aparece el
rango de calibración de trabajo y los coefi-
cientes de correlación obtenidos.
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Tabla 4. Resolución, tiempos de retención, rango de calibración y coeficientes de corre-
lación de los plaguicidas en blanco fortificado
Figura 5. Respuesta de diclorvos en función de la concentra-
ción por detector NPD.
Límite de detección (LOD) y límite
de cuantificación (LOQ)
Los límites de detección y los límites de
cuantificación se calcularon teniendo en
cuenta 3 y 10 veces el ruido de la matriz
blanco respectivamente (9). El experi-
mento se realizó con cinco réplicas. La
Tabla 5 presenta los valores correspon-
dientes para cada uno de los plaguicidas
en mg/kg, los cuales se verificaron expe-
rimentalmente. Estos resultados mues-
tran que el método propuesto en este tra-
bajo es apropiado para determinar
residuos de plaguicidas al nivel de los
LMR.
Precisión y exactitud
La precisión se evaluó como repetibilidad
y como precisión intermedia al segundo
nivel de concentración, el cual es el valor
más cercano al LMR. En la evaluación de
la repetibilidad se realizaron siete experi-
mentos el mismo día bajo las mismas con-
diciones, mientras que para la evaluación
de la precisión intermedia se realizaron
cinco experimentos por duplicado en di-
ferentes días.
Las Tablas 6 y 7 muestran el prome-
dio, la desviación estándar y la dispersión
de los resultados expresados como por-
centaje de coeficiente de variación; tam-
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Tabla 5. Límites de detección y límites de cuantificación para la metodología
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Tabla 6. Resultados del estudio de repetibilidad
Tabla 7. Resultados del estudio de precisión intermedia
bién se muestra el porcentaje de recupera-
ción para cada experimento.
La variabilidad de los resultados depende
de varios factores, entre los que se encuen-
tran la concentración, la sensibilidad del de-
tector al respectivo analito y la estabilidad
de éste durante los diferentes pasos de la
metodología. Los compuestos en los cuales
se obtuvo mayor dispersión en el estudio de
repetibilidad fueron clorotalonil, malation,
-endosulfan y cipermetrina, y en el estu-
dio de precisión intermedia fueron fenitro-
tion por NPD y diclorvos por -ECD. Los
resultados están dentro de los criterios de
aceptación en análisis de residuos de pla-
guicidas (9). Otros plaguicidas, como el fe-
namifos, presentan alto % CV debido a su
inestabilidad.
La exactitud se evaluó como el porcen-
taje de recuperación al segundo nivel de
calibración. En la mayoría de los plagui-
cidas los recuperados están dentro de los
criterios establecidos en la norma para
validación de métodos en análisis de resi-
duos de plaguicidas y drogas veterinarias,
es decir, entre 70 y 120% en el rango de
concentración estudiado (9). Se encontra-
ron excepciones, como en monocrotofos,
el cual se pierde durante el proceso analí-
tico; el DDT, el fenamifos y la permetri-
na, los cuales presentaron porcentajes de
recuperación menores de 70%. Como se
aprecia en las Tablas 6 y 7, los resultados
de los porcentajes de recuperación son
consistentes tanto en el estudio de repeti-
bilidad como de precisión intermedia.
Robustez
Siguiendo el modelo propuesto por You-
den y Steiner (14, 17), se seleccionaron 7
factores determinantes que podrían ser
críticos en el desarrollo del método y se
hicieron variaciones a los valores nomi-
nales de estos factores. Este estudio se
realizó al segundo nivel de calibración;
para decidir si un parámetro tenía influen-
cia significativa sobre el resultado, se
comparó la diferencia de medias obtenida
para el cambio efectuado para ese pará-
metro y el producto de la desviación es-
tándar del estudio de precisión como re-
petibilidad y raíz de 2. Los resultados
mostraron que ninguno de los factores in-
fluyó significativamente sobre todos los
plaguicidas, lo cual indica robustez del
método. La Tabla 8 muestra los factores
evaluados en el estudio de robustez.
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Tabla 8. Factores evaluados en el estudio de robustez
Análisis de muestras
Se analizaron muestras suministradas por
Café de la Fonda, Bogotá D. C., Colom-
bia, y muestras tomadas en el municipio
de Cajete, Cauca, Colombia. Los resulta-
dos de los análisis de las muestras apare-
cen en la Tabla 9.
En una de las fincas se encontraron re-
siduos de clorotalonil por debajo del
LMR reportado por la EPA, el cual es de
0,2 mg/kg, mientras que en las fincas
donde cultivan café orgánico no se detec-
taron residuos de plaguicidas, lo que con-
firmó la autenticidad del cultivo. En el
café suministrado por Café de la Fonda
tipo consumo nacional se encontraron pe-
queñas concentraciones de clorpirifos y
trazas de endosulfan; aunque este último
es prohibido en Colombia, los agriculto-
res todavía lo usan. En el café excelso de
exportación y en el café orgánico sumi-
nistrado por Café de la Fonda se encon-
traron trazas de clorpirifos. A pesar de
que los resultados encontrados en estas
muestras indican unas concentraciones
bajas de residuos de plaguicidas y que en
ninguna muestra se encontraron residuos
que sobrepasaran los LMR, es necesario
desarrollar programas de monitoreo de
residuos de plaguicidas con el objeto de
proteger al consumidor y asegurar la cali-
dad del producto de exportación.
El trabajo desarrollado siguió el siste-
ma de gestión de calidad implementado
en el Laboratorio de Análisis de Residuos
de Plaguicidas del Departamento de Quí-
mica de la Universidad Nacional de Co-
lombia, bajo la norma ISO 17025.
CONCLUSIONES
Se desarrolló una metodología multirresi-
duo para la determinación de residuos de
plaguicidas en café verde; se usaron sol-
ventes de baja toxicidad y por ende de
bajo impacto ambiental. La metodología
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Tabla 9. Resultados del análisis de las muestras
es confiable y suficientemente sensible
para la determinación de residuos de pla-
guicidas a nivel de los LMR. Esta meto-
dología validada le ofrece al país una he-
rramienta analítica para realizar
programas de monitoreo y asegurar la
inocuidad respecto al contenido de pla-
guicidas del café verde tanto de consumo
nacional como de exportación.
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